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Abstract 



Chemically defined conjugates of biologically stable polymers, such as copolymers of D-glutamic acid and 
D-lysine, and polynucleotide duplexes of at least 20 base pairs that have significant binding activity for 
human lupus anti-dsDNA autoantibodies. The duplexes are preferably homogeneous in length and structure 
and are bound to the polymer via reaction between an amino-reactive functional group located at or 
proximate a terminus of each duplex. These conjugates are tolerogens for human systemic lugus 
erythematosus. 
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Descris&o 

Campo Tfecnico 

Este invento relaciona-se com composites para 
tratamento do lupus eritematoso sistfemico, doenpa auto-imune (SLE 
ou "lupus"). Mais particul armente, relaciona-se com conjugados de 
polimeros biol agi camente estaveis, pre* eri vel mente copolimeros do 
acido D-glutSmico (representado aqui pel a simples designagSco 
letra "E") e D~lisina (representado aqui pela simples designa^Sfo 
letra n K" ), e certos pol i nucle&ti dos que foram encontrados como 
sendo e-ficazes para indu£=io de tolerancia para antig&nios 
envoi vidos no SLE. Qs copolimeros preferidos sSlo representados 
aqui pela designa^So "D-EK". 

"Background" 

A imunotoler£ncia descreve o mecanismo que conduz £ 
•forma de imunosupressa'o frequentemente permanent© e de longa 



fornecimento de tal tratamento para o SLE. 

Benacerra-f , Katz e as seus colegas investigaram e 
descreveram a utiliza^&o dos conjugados do D-EK com haptenos e 
v&rios antig£nios para induzir imunotol er&nci a especifica. Os 
seus estudos iniciais envoi veram conjugados do hapteno sintfetico 
2* 4-dinitrof eni 1 <DNP) em porquinhos da India e ratos, e 
mostraram que os conjugados poderiam induzir toler&ncia para o 
DNP. Estes estudos iniciais foram estendidos a outros 
haptenos/antig&nios tais coma antigfenips E de tasna e 
benzilpeniciloide (BPO) . Ver Patentes dos E. U. no 4.191.668 e 
4.220.565. 

A Patente 4.191.668 dos E. U. (Exemplo IV) descreve a 
prepara^Sto dos conjugados do D-EK e ol igonucleotidos isolados do 
DNA do timo de vitela purificado de DNAse. Os ol igonucleotidos 
foram caracter izados como sendo constituidos par "menos de 10 
nucleatidos" . Embora a coluna 11 da Patente dos E. U. 4.191.668 
indique que o invento deles tern valores terap&uticos para o 
tratamento da doen^a auto-imune e mencione o SLE, n3o foram 
apresentados dados sobre os efeitos imunologicos dos conjugados 
oligonucle&tidos do D-EK mencionados. 

Katz e os seus colegas tamb&m investigaram o potencial 
dos conjugados do nucle6sido-D-EK para induzir toler&ncia aos 
cicidos nucleicos determinantes. Eshar e outros no J. Immunology 
(1975) 1 14 ; 872 - 876. Neste assunto em questcto, os nucledsidos 
individuais estSfo ex tensamente acreditados como sendo os 
determinantes principais da especif icidade no lupus antisera. 
Eles administraram conjugados do copolimero D-EK e quatro 
ribonuclefcsidos ao SJL ou rato da espfecie Balb/c ? e 
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subsequentemente imunizaram os ratos, tratados com uns conjugados 
I 

de (KHL) -ribonucleosidos de hemocianina da lapa lanceteira. Em 
ambas as especies, a capacidade de ligac§(a antigenic* anti- 
nucle&sido do sera foi diminuida para niveis detectAveis com 
simplicidade. Enquanto estes estudos mostraram que tais 
conjugados poderiam produzir imunotoler£ncia aos nucledsidos, 
eles n3(o mostraram que tais conjugados -fossem e-ficazes no 
tratamento do SLE. 

Outros invest igadores t&m estudado conjugados de 
nuclebsidos ou DNA com outros transportadores. Borel e outros 
( Science (1973) 182 a 76) avaliaram a capacidade dos conjugados 
IgG-nucle6sidos do rato isogenico para reduzir a resposta do 
anticorpo para o DNA desnaturado em animais jovens da especie de 
ratos NZE. Esta especie e usada como model o para alguns ■fendmenos 
auto-imunes. Eles tendem a produzir anticorpos para cicidos 
nucleicos determinantes que formam imunocomplexos que se alojam 
nos rins e conduzem a nefrite glomerular. Nestes estudos, os 
anrmais tratados produziram niveis signi-f icati vamente reduzidos 
de anticorpos DNA ant i -desnatur ados e exibiram menor nefrite 
glomerular membranosa do que o control o e animais livres tratados 
com nucle&sidos. Em estudos separados, Parker e outros ( J. 
Immunol (1974) 113 : 292) avaliaram os e-feitos do conjugado DNA 
desnaturado para a pol i -D-l i si na e/ou ciclof osf amida na 
progressSo do sindroma descrito atr&s, em ratos NZB. Estes 
estudos demonstraram urn aumento si gni f i cati vo na sobrevi v&ncia e 
uma diminuicSo signif icati va ha capacidade de ligacSo DNA para os 
animais tratados quando comparados com os control os. Nenhum 
destes estudos, no entanto, -foram direcci onados para producSfo de 



tolerSncia para o .dsDNA que parecem ser os antigenios principals 

envoi vidos no SLE humano. 

Num artigo posterior ( Ann Ny Acad Sci (1986) 475 : 296- 

306) Borel e outros sugerem que a realizacSfo da imunoterapia 

especifica para o SLE tern sido impedida por "uma incapacidade 

para ligar os fragmentos de DNA a proteinas soluveis". Citando os 

trabalhos anteriores de Stoller (Papal ian e outros; J, Clin 

Invest (1980) 65 : 469 e Stoller e Papalian, J. Clin Invest 

(1980) 66 : 210), os autores re-ferem que urn tamanho minimo de p 

pelo menos, 10 - 40 pares de bases do DNA e necessario para ligar 

o anticorpo anti-DNA produzido nos doentes de SLE. 0 artigo 

descreve conjugados imunoglobul ino-ol igonucle&tidos feitos por 

ligacSto de uma fraccSto de DNA nativa "urn pouco maior que 10 pares 

de bases" usando glutaraldeideo coma agente de ligac&o. A Figura 

2 do artigo descreve os estudos usados para seleccionar a fracc&o 

do DNA. Aquela Figura descreve a reactividade das vSrias frac^&es 

de DNA ligadas as celulas vermelhas do sangue do carneiro, via 

glutaraldeideo com anticorpos anti-DNA no sera BWF . Nestes 
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testes, a fraccSto designada "70 - 80" -foi a mais reactiva. 0 
tamanho dessa -fracc^o e descrito com sendo "urn pouco maior" que a 
fracca-o "81 - 101" que corresponde a "cerca de 10 
oligonucle&tidos". A seguinte maior fracca'o em relacSo A "70 - 
80", designada "40 - 69", exibiu reactividade signif icativamente 
reduzida, relati vamente a -fracca'o 70 - 80. Sera apreciado que a 
fracca'o "urn pouco maior que 10 pares de bases" seja heterogenea 
no tamanho e, devido ao procedimento de liga^clo, e ligada d 
imunoglobul ina num local ao acaso na cadeia. Alem disso, devido 
ao agente de ligaca*o bi-funcional ser usado, e provavel que alguns 



graus da ligaca*o crusada (cross-linking) tenham acorrido na 

reacc&o de acoplagem. Assim, o conjugado descrito neste artigo 

na*o £ uma metade de-finida quimicamente na medida em que (a) 0 

comprimento do ol i gonucl e6t i do n&o especi f i cado, (b) a frac^Sro 

do oligonuclebtido cont^m cadeias de comprimento variavel, (c> o 

local da liga^ao a imunoglobulina, ao longo do comprimento da 

cadeia de oligonuclebtido £ aleatbrio (d) ha alguns graus de 

cross-lin-king, e (e) ol igonuclebtidos na*o conjugados mas ligados 

por cruzamento pode nSo ser separado do material conjugado. 

Borel e outros t£m recentemente ( J, Clin Invest <1988 

82: 1901 - 1907) relatado estudos in vitro usando conjugados de 

imunoglobulina humana ligados, ou a DNA total sintetizado 

<designado N ), ou a 20 - 30 fracfftes de pares de bases 

10-100 

(designada N ) usando glutaraldeideo como agente de ligacSro. 

20-30 

0s conjugados -foram relatados como exibindo propriedades 
geneticamente toleraveis in vitro em PBL's de doentes de SLE. 
Estes conjugados, no entanto, semelhantes 5quele relatado no seu 
artigo de 1986, tambfem sSto produzidos com misturas heterog^neas 
de ol igonuclebtidos usando mfetodos que produzem, n&o 
especif icamente, cadeias de cross-linking. A partir desta altura, 
nem a quimica nem a actividade biolbgica destes conjugados seria 
suf icientemente reproduzivel para permitir que eles sejam 
aprovados como f armac§uticos. 

Descoberta do invento 

Em contraste com a tfecnica anterior, os requerentes t§m 

desenvolvido conjugados de-finidos quimicamente de polimeros 

biologicamente estaveis, e duplexes de pol inuclebti dos que sa*o 



geneti camente toleraveis para o SLE humano. Estes duplexes s&o 
de-finidos no que diz respeito ao compri men to, local de liga^clo ao 
polimero, estrutura helicoidal, afinidade obrigatdria para os 
anticorpos anti-dsDNA do SLE humano. Consequentemente, as suas 
actividades quimica, e de tolerdncia genetica s^o reproduzlveis 
num grau que torna estes conjugados responsaveis para control o de 
qualidade e aprova$c(o como f armaceuticos. 

Assim, urn aspecto do invento e um conjugado de urn 
polimero biologicamente estavel e uma mul tipl icidade de duplexes 
pol inuclebtidos de, pelo menos, cerca de 20 pares de bases cada 
uma ligada ao polimero, actividade de liga^Sfo signif icativa para 
os auto-ant icorpos anti-dsDNA do SLE humano. Numa conf igura^cto 
preferida destes conjugados, os duplexes sSfo substanci almente 
homogfeneos em comprimento e sSto acoplados ao polimero em ou 
proximo <isto e, dentro de cerca de 5 pares de bases) de um dos 
seus finais, de tal maneira que cada duplex forma uma cadeia 
pendente, de pelo menos, c&rca de 30 pares de bases, medida a 
partir do local de ligagrSo do duplex ao polimero ate ao fim livre 
da cadeia. 

Composi^&es -f armaceuticas contendo estes conjugados e 

metodos para tratamento do SLE que empregam estes conjugados s&o 

outros aspectos do presente invento. 
J 

Ainda outro aspecto e um conjugado de (a) um polimero 
biologicamente estavel e (b) uma mul tipl icidade de duplexes 
pol inucleotidos, cada um deles e todos ligados ao polimero por um 
grupo funcional localizado em, ou proximo do terminus de uma das 
cadeias do duplex,, sendo o dito conjugado toleravel geneti camente 
ao SLE humano. 



Urn aspecto posterior do invento & um mfetodo para 
fabricar os conjugados descritos em cima, compreendendo: a 
reac^Sfo de uma mul ti pi i ci dade de pol inucle&tidos de cadeia 
simples, em que cada um deles tern pelo menos cerca de 20 
nuclefctidos em comprimento e tern um grupo -funcional em, ou 
prbximo de um dos seus terminus, que reage com grupos amino 
livres no polimero, para -formar um conjugado e emparelhando 
complementarmente pol inuclefctidos de cadeia simples, aos 
polinucle&tidos de cadeia simples, conjugados com o polimero para 
formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 

Breve DescricSlo das Fiquras 

A Figura 1 & um gra-fico dos dados obtidos atrav§s dos 
testes descritos no Exemplo 1. 

A Figura 2 e 3 s&o reproduces do espectro CD descrito 
no Exemplo 3- 

A Figura 4 & um grMico comparando as capacidades de 
ligasSCo do antisera do SLE as DNAs tendo tipos diferentes de 
configurates helicoidais. 

As Figuras 5-8 s£o graficos de dados obtidos nos 
testes descritos no Exemplo 5. 

Modos de ConcretizacSto do Invento 

0 componente do polimero do conjugado biologicamente 
estavel, isto & 9 ele exibe in vitro uma meia-vida de excre9&o de 
dias atfe meses. Estes polimeros s§co tamb&m substanci almente n&o 
imunog&nicos (isto eles exibem nenhuma ou apenas fraca 

i munogenei ci dade quando admi n i strados aos animais) e sa*o 



8 




const ituidos pref erenci al mente por uma cadeia simples sintetica 

de composica*o definida. Eles terSto normalmente urn peso molecular 

medio na ordem de cerca de 5.000 ate cerca de 200.000, 

prefer ivel mente 5,000 ate 50.000. Exemplos de tais polfmeros sfifo 

polietilenoglicol , pol i -D-l i sina, alcfcol pol i vinil ico, 

polivini lpirrol idona, imunoglobul inas, e D-EK. 0s polimeros 

preferidos particul armente sa*o os D-EK 7 s tendo urn peso molecular 

de cerca de 5.000 ate cerca de 50.000 e uma proporcSto molar E:K 

de aproximadamente 60:40. 

0s duplexes pol inuclefctidos sinteticos, que sSo 

acoplados aos polimeros bialogicamente estaveis, sSfo compostos 

por , pelo menos, cerca de 20 bp, mais usal mente, pelo menos 30 

bp, tipicamente 30 - 250 bp, e prefer i vel mente 50 -150 bp 

Pref erivelmente, os duplexes sa*o substancialmente homogeneos em 

comprimentoji ou seja, a var iac&o em comprimento na populacSfo nSo 

excedera normalmente cerca de ± 20/., prefer! velmente ±107., do 

comprimento m&dio do duplex em pares de bases. Eles s3o tambfem, 

pref eri velmente, substancialmente homogeneos na composicSto de 

nuclefctidos; ou seja, a sua composicSto de base nSlo variara mais 

de cerca de 107.. Mais pref erencialmente, eles sa-o inteiramente 

homogeneos na sua composi^Sto de nucle6tidos. Em termos de 

composicSo, o sintetico preferido ou dsDNA recombinante £ 

constituido preferencial mente por cadeias de unidades mer de 

repeticSo, compl ementarmente de 2 - 4 bases (isto d, urn dimero de 

repetica*o, trimeros ou tetralmeros) , tais como 

I (AC) (dimero) 

n 

<TG) 

n 

(TAC) (trimero) 
n' 
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< ATG) 

n ? 

(GCTA) (tetraimero) 
n' 9 

(CGAT) 

n ? 9 

em que n, n' 9 en'' sgto nftmeros inteiros seleccionados 
para fornecer o nfcmero desejado de pares de bases. 
Pol inucle&tidos constituidos de dlmeros isom&ricos, por exemplo, 
poli d(AC): poli d(GT) e poli d (AG) : poli d(CT) sSto os mais 
pref eridos. 

Com base na interpretag:&o do espectro dicrdico circular 
(CD), acredita-se que os duplexes, que sSfo ftteis no invento, 
assumem uma estrutura helicoidal tipica BHDNA, Deveria ser 
entendido que nSfo & intense que o invento seja limitado por 
estas convic^bes e que os duplexes possam, apds anSlises mais 
conclusivas, assumir estruturas helicoidais tipicas de Z-DNA e/ou 
A-DNA. As hfelices de sent i do di recto das formas de B-DNA, tendo 
pares de bases aproximadamente perpendiculares ao eixo 
longitudinal helicoidal dos outros dois tipos de h&lices de DNA. 
As estruturas helicoidais dos di-ferentes tipos de DNA podem ser 
caracterizadas pelo espectro dicroico circular (CD) - 0 espectro 
CD das formas B de DNA exibe (1) bandas dicrfcicas positivas 
associadas com a helicidade de sentido directo nas porf&es do 
espectro abaixo de. 250 nm, mas separadas das bandas dicr&icas de 
comprimento de onda longo positive superiores a 206 nm por urn 
minimo signif icati vo num comprimento de onda entre 240 e 260 nm, 
e (2) urn singelo pico nitido, superior a 250 nm, com urn salto 
azul m&ximo relativo A maxima vista no espectro das formas A do 
RNA, e DNA e centrados num Comprimento de onda entre 270 e 290 
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nm. Por meio da comparacSo geral das outras duas formas 
helicoidais do DMA, a Z-DNA e distlnguido pela sua curva 
helicoidal estreita de sentido inverse com pares de bases ntto 
posicionados, simetri camente em volta do eixo helicoidal, e o A- 
DNA forma uma helice mais aberta de sentido directo, em que os 
pares de bases sS<o orientados obliquamente ao eixo helicoidal 
longitudinal e sSo puxados para -fora do centro da helice. 

Estes duplexes pol inucleotldicos podem ser sintetizados 
a partir do DNA nativo, ou sintetizado por tecnicas quimicas ou 
recombinantes. Q dsDNA, ocorrendo naturalmente ou produzido 
recombinantemente, de longo comprimento, pode ser purificado (por 
exemplo, enzimaticamente, quimicamente, ou por cisSo mecdnica) e 
fraccionados (por "exemplo, por gel de agarose ou coluna de 
Sephadex), para obter pol inucle&tidos do comprimento desejado. 

Alternativamente, pares de cadeias polinucleotidicas de 
cadeias simples e complementares, encadeados com ate cerca de 70 
bases em comprimento, sSo preparados rapidamente usando 
sintetizadores de DNA disponlveis comercialmeote, e depois 
emparelhados para iormar duplexes pelos procedimentos 
convencionais. 0s dsDNA sinteticos de comprimento longo podem ser 
obtidos por extensSo enzimatica (5' -f osf ori 1 izacfico seguida de 
ligacSo) das cadeias pequenas produzidas quimicamente. 

Os polinucleotidos tambem podem ser produzidos por 
clonagem molecular. Por exemplo, os ol igonuclebtidos de 
comprimento e sequencia desejada s8(o sintetizados como acima. 
Estes oligonucleotides podem ser concebidos para terem terminus 
apropriados para ligacSto em locais de restrict especifica. 
Repeticoes multiples destes oligomeros podem ser ligadas em -fila 



para promover as replicates de m&ltiplas cbpias. As construg&es 
resultantes Scto inseridas nun) vector de clanagem padr&o, e o 
vector £ introduzido numa c&lula/microorganismo adequado, por 
trans-f orma^Slo. Os trans-f ormados sSto identi-f icados por marcadores 
padrSfo e s&o aumentados sob condigftes que -favorecem a replicagSfo 
do DNA. Os pol inucle6ti dos podem ser i sol ados do outro DNA das 
cfelulas/microorganismos por tratamento com enzimas de restri^Sfo e 
f raccionamento de tamanho convencional <por exemplo, gel de 
agarose, colunas de Sephadex). 

Alternati vamente, os ol igonuclebtidos podem ser 
replicados pela tecnologia de reacsSo em cadeia de polimerase 
<PCR) • Saiki, R. K. , e outros, Science <198B) 230 : 1550; Sacki, e 
outros, Science ' (1988) 259 : 487 3 Sambrook, e outros, In Molecular 
Cloning Techni ques : A Laboratory Manual , vol. 12, p. 14, 1 - 14, 
35 Cold Spring Harbor Press (1989),. 

Em contraste com os conjugados da inddistria anterior, 

cada duplex pol inucleotidico empregue no presente invento exibe 

actividade de liga^&o signif icati va com o SLE antisera. 

Pref eri velmente, eles s&o substancial mente homog£neos em 

comprimento. Neste aspecto, os pol inuclebtidos da tfecnica 

anterior eram heterogfeneos em comprimento e constituidos por uma 

mistura de cadeias, sendo algumas ou todas elas pequenas demais 

para exibirem tal actividade. Os pol inucle&tidos podem ser 

pesquisados quanto £ actividade de liga^Sfo com o SLE antisera 

pelos ensaios descritos nos exemplos. 0 ensaio Farr modificado, 

em que a actividade de liga^Sfo pode ser expressa como I (a 

50 

concentra^Sto pol inucleoti di ca, em nuclebtidos molares, resultando 
em metade da inibi^clo maxima) £ urn ensaio preferido. Os duplexes 



polinucleotidicos tendo urn I de menos do que cerca de 500nM, 

50 

prefer i vel mente menos de 50 nM, considera-se que t&m actividade 
de liga$:3o signif icati va e s&o, por isso, diteis para o fabrico 
dos conjugados deste invento. 

0s polinucle&tidos s&o ligados ao polimero de uma 
maneira que preserva a sua actividade de ligac&o. Isto fe feito 
p$lo acoplamento do pol inucle&tido ao polimero num local prfi- 
determinado na cadeia poli nucleotidica, de tal forma que o 
pol inucle&tido forma uma cadeia pendente, de pelo menos cerca de 
30 pares de bases medida desde o local de acoplamento atfe ao fim 
liyre (nSo ligado a nada) da cadeia. Em contraste, a t&cnica de 
acoplamento de gluteraldeldeo ensinada por Borel e outros, refere 
causas de acoplamento em locais aleat&rios, ao longo da cadeia, e 
liga^bes cruzadas. Assim, usando aquela t&cnica, cadeias maiores 
do que 20 pares de bases podem ser acopladas num local intermfedio 
na cadeia para formar cadeias pendentes de, substancialmente, 
menos do que 20 pares de bases em comprimento, ou as cadeias 
podem ser Juntamente acopladas para formar redes ligadas 
cruzadamente de tamanho indefinido. 

Pref eri velmente, os duplexes polinucleotidicos dos 
conjugados do invento s&o acoplados ou conjugados ao polimero num 
local em, ou proximo de urn dos seus extremos. V&rias conjugates 
estratfegi cas . est&o disponiveis para a liga^&o dos 
ol igonucle&tidos ao biopolimero. 0 pol inucle&tido pode ser 
acoplado ao polimero na extremidade 3' do pol inucle&tido, via uma 
ponte morfolina, for mad a pela condensaccto de uma ribose terminal 
3' oxidada numa das cadeias do pol inucle&tido, com urn grupo amino 
livre no polimero, e depois sujeitando o aducto 3 conditio de 



redu^Sto, para formar as ligag&es morfolinas. Tal acoplamento 
requer que o polimero tenha, pelo menos, urn numero igual de 
grupos amino livres (por exemplo, as grupos amino epsilon do D- 
EK) para o numero de duplexes pol inucleotldicos para serem 
ligadas ao polimero. A sintese de urn tal conjugado 6 condusida em 
dois passes. 0 primeiro passo o acoplamento de uma cadeia de 
duplexes polinucleotidicos ao polimero, via a reac^Sfo de 
condensas&o/redusSo descrita atr&s. A ribose terminal 3' oxidada 
& formada na cadeia polinucleotidica simples, pelo tratamento da 
cadeia com periodato, para converter o grupo ribose terminal 3' 
num grupo ribose oxidado. 0 pol inuclefctido de cadeia simples 6 
depois adicionado suavemente a uma solu^So aquosa do polimero de 
pH de cerca de • 6,0 atfe 8,0, a 2 - 8°C. A razfco molar do 
polinucle&tido para o polimero em todas as conjugates 
estratfegicas ser£ normal mente na ordem de cerca de 2:1 ate cerca 
de 30:1, pref eri velmente cerca de 5s 1 atfe 10:1. Durante ou depois 
da reacs&o de condensatpSto (normal mente o tempo de reac^Sfo de 24 
atfe 48 horas) , urn agente de reac<;§£o forte, tal como o 
cianoboroidrido de s6dio, £ adicionado para -formar o grupo 
morfolino. A cadeia complementar do duplex depois adicionada ao 
conjugado, e a mistura aquecida e suavemente arrefecida para 
originar as cadeias para emparelhar. 0 conjugado pode ser 
purificado por cromatograf ia de permea^Sco em gel. 

Outra estrat&gia envolve formasSfo de grupos funcionais 
aldeideos terminais nos ol igonucle&tidos, e usando os grupos 
funcionais para acoplar o oligonucle&tido ao polimero, via os 
grupos amino existentes nesse local. Podem ser tiradas vantagens 
do facto de que o gem 9 os diois vicinais , ligados £ extremidade 
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3' do ol igonucle6tido, podem ser oxidados com periodato de sodio 
para produsir aldeideos que podem condensar-se com os grupos 
amino do pollmero. Quando os diois se encontram num si sterna de 
anel, por exemplo, um anel com 5 membros, o produto da 
condensate resultante 6 um anel heterocicl ico contendo 
nitrogfenio, por exemplo, um morfolino com seis membros ou anel 
piperidino. 0 produto da imino-condensa^So estabilizado pela 
redu^o com um agente de redu^Sfo adequado, por exemplo, 
boroidrido de sodio ou cianoboroidrido de sodio. Quando o diol d 
aciclico, o produto de oxida^Sto resultante contem sd um aldeideo, 
e o produto da condensa^clo uma amina secundaria. 

A estratfegia do diol vicinal tamb&m pode ser continuado 
por liga^bes 5' -termi nai s. Isto & completado pela forma<;Sfo de 
derivados cianoeti 1-fosf oramiditos de um grupo hidroxi terceSrio 
num triol, onde os grupos hidroxi restantes sSo vicinais, por 
exemplo, 3, 4-cis-di idroxi , 1 -hidroxi meti Iciclo-pentano. Neste caso 
especifico, os grupos diidroxi vicinais estcto bloqueados com 
dimeti lsilano, e o grupo diidroxi prim&rio 6 conseguido com 2- 
cianoeti 1-N, IM-di isopropi lclorof osf oramidi to. □ deri vado 

resultante £ usado no Ultimo passo de sintese do ol i gonucledtido 
padrefo, e trans-f orma-se no residue 5 ? -terminal. Apds o 
desbloqueamento do ol igonucleotido e remo<?Sco do grupo 
dimetilsililo com o iSto fluorido, &c : ido, ou base, o diol vicinal 
pode ser oxidado com periodato e condensado com grupos amino, 
como atr&s. Uma estratfegia similar pode ser seguida para os 
triois aciclicos para serem usados como ligantes 5 7 -terminals. 

Outro procedimento envoi ve a introdu^Sto de metades 
alquilamino ou alquilsulf idrilo, quer dentra das extremidades 3' 



ou 5' do ol igonuclefctido, pela quimica de nucledbtidos apropriada, 
por exemplo, a quimica do f osf orami dato. Os grupos nucleof i 1 icos 
podem depois ser usados para reagir com o grand© excesso de 
reagente de cross-linking homobif uncional , por exemplo, dimetil 
suberimidato, no caso de derivados al qui laminas, ou urn excesso de 
reagente de cross-linking heterobi* uncional , par exemplo, ester 
de m-maleimidobenzoil-N-bidroxisuccinimida <MBS) , ou succinimi di 1 
<4-iodoacetil ) aminobenzoato (SIAB) j» para os derivados 
alquilsulf idrilo. Uma vez removido o excesso do ligante de 
cruzamento, os derivados ol igonucl ecbtidos vSfo reagir com grupos 
amino no polimero. 

Ainda outra estratfegia emprega nucleGsidos modificados. 
Derivados deoxinuclebsidos adequados podem ser incorporados, por 
quimica sint&tica de DNA padrSto, numa posigSfo desejada no 
oligonuclefctido, prefer ivelmente na extremidade 5' ou 3'. Estes 
derivados nucle&sidos podem reagir depois ©specif ica e 
directamente com grupos alquiloamino no polimero. 
Alternati vamente, reaches secund&rias veri-ficadas com a quimica 
do dialdeideo quimico descrito atr&s, tal como a el imina$SCo-beta 
catalizada por aminas, podem estar envolvidas pela aplica^o de 
derivados nucle&sidos apropriados, como o terminus 3' da cadeia a 
ser ligada. Urn exemplo disto a extensSo 5'metileno da ribose; 
isto fe, urn grupo 5' (2-hidroxieti 1 ) em vez de urn grupo 
5[hidroximetil . Uma alternati va seria usar urn fosfonato ou uma 
liga^So -fosfinato para o dinuclefctido 3' terminal do 
oligonucleotide a ser ligado ao polimero. 

A capacidade dos canjugados para actuar como SLE 
geneticamente toler&vel e suprimir especif icamente a produe&o de 



anticorpos anti-dsDNA pode ser avaliada no modelo murino descrito 
nos exemplos. 

Os conjugados normalmente serSo formulados para 
administrated por injecfcto (por exemplo, intraperitonealmente, 
intramuscularmente, etc.). Consequentemente, eles serSto 
tipicamente combinados com portadores aquosos, -f armaceuticamente 
aceit&veis tais como salina, solugSto de Ringer, solusSco dextrose, 
e outras. 0 conjugado normalmente canstituir& cerca de 0,01% at& 
10% por peso da f ormul a^Sto- 0 conjugado administrado a urn 
individuo em quantidades su-ficientes para, pelo menos, 
restabelecer parcialmente a toler&ncia para os antig&nios 
causadores do SLE. Tais quantidades s£(a referidas aqui , por 
vezes, como quantidades "terapeuticamente eficazes" • 0 regime de 
dosagem particular, isto fe, a dose, temporiza<;3o e repetigSto, 
dependerSto do individuo em particular, e da sua histdria mfedica 
individual. Normalmente serh dada uma dose de cerca de 1 atfe 1000 
pg de conjugado/Kg de peso corporal. Podem ser requeridas 
administr affiles repetitivas podem ser requeridas para alcan?ar 
e/ou manter urn estado de imuno-toler&ncia. 

0s seguintes exemplos ilustram poster i ormente o invento 
e as suas caracter i sti cas imprevistas relativas £ ind&stria 
anterior. Estes exemplos nSfo pretendem limitar, de forma alguma, 
o invento. 

Exemplo 1 

Teste do Conjugado do D-EK e dos Nuclefrsidos 
Indi vi duais 



Como indicado previamente, o desenvol vimento dos 



conjugados do invento foi precedido por testes que mostraram que 

os conjugados do D-EK e dos nuclefcsidos individuals nSo toleravam 

a resposta anti-DNA no modelo murino para o SLE (ratos da espfecie 

<NZB ;< NZW)F ) . 

1 

For am obtidos bastantes D-EK for am obtidos da 

Bioliakor /Yeda (Rehovet, Israel). Os seus pesos moleculares 

relativos foram padronizados contra proteinas globulares 

conhecidas por cromatograf ia de permea^cto por gel HPLC, e o 

material foi dessalinizado e medido por di&lise exaustiva em 

tubos "cutoff" de 25 Kd contra 0, 1M K HPO , pH 9,5. 0 material 

2 4 

foi depois dializado duas vezes contra &gua„ Este material d 

guardado em tampSto com 0 9 1M de K HPO , pH 9,5, a 4° C. Os pesos 

2 4 

mbleculares mfedios dos produtos foram determinados por m&todos 
fisicos, incluindo equilibrio de secfimentas;Sco, PAGE, e HPLC-GPC, 
e difus&o de baixo dngulo, e descobriu-se que era de, 
aproximadamente, 28,000. Amino&cidos analisados por hidrdlise 
Scida mostraram que o copolimero tinha fecido glutctmico 60V. e 
lisina 40%. 

Os conjugados do D-EK e riboadenosina, riboguanosina, 
ribocitosina e ribotimidina foram essencialmente preparados como 
descrito em Eshar e outros, J. Imm. <1975) 114 : 872. Uma mistura 
de partes iguais de cada urn destes conjugados (designados 
nucleftsidos D-EK) foi utilizada nos seguintes testes. 

Dois grupos de 6 ratos fSmeas (NZB x NZW)F1 com 17 
semanas de idade foram injectados i.p., ou com urn purgante salino 
ou 1 mg/rato de nucle&sido D-EK por dia durante trSs dias. Sete 
dias mais tarde os ratos estavam a sangrar. Duas semanas mais 
tarde, o tratamento foi repetido. Sete dias mais tarde os ratos 
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estavam a sangrar. 0 sera da primeira • segunda Sangrias foram 
testadas para anticorpos anti ssDNA utilizando o seguinte 
protocolo ELISA do antigenio especifico. 

0 ssDNA e imobilizado em recipientes de prates de 
poliestireno • reage com anticorpos no sera de lupus MRL 
(ipr/lpr) dos ratos. Os anticorpos anti-ssDNA sao visualizados 
P or adicSo de anticorpos ligados por enzimas especificos para os 
isctipos de imunoglobulinas ligados ao ssDNA no prato. A adicao 
subsequente do substrate de enzima results numa reaccao de cor, 
que e lida num espectrof ot&metro. 

0 ssDNA e preparado a partir de dsDNA de time de 
vital*. 0 dsDNA de tlmo de vitela, obtido comercialmente, e 
tratado com nuclease 8-1, par a obter dsDNA homogeneo. 0 dsDNA e 
fervido durante 5 min. num banho de agua, e arrefecido 
rapidamente num banho de gelo. Cada cozedura de ssDNA e preparada 
imediatamente antes de ser usada na experiencia. 

Noventa e seis pratos de fundo liso do reciplente sSo. 
expostos a luz ultravioleta (UV> , durante a noite, num Steril 
Sard Hood, antes do uso. Os recipientes nos pratos sSto revestidos 
na vespera a 4°C com 100 pi de ssDNA , a uma concentrasao de 1 
pg/ml, num sal contendo 10 pg/ml de albumina metilada do soro 
boyino. Na manna seguinte, os pratos bSo lavados uma vez, em 
fosfato salino dissolvido (PBS) , e sBo depois bloqueados 
colocando 200 pi de albumina de soro bovino a IX em PBS (PBSA> em 
cada recipiente, durante 45 min. a 37" C. Apos o bloqueio, os 
pratos sao lavados segunda vez em PBS e secados rapidamente. 
Depois, 100 pi de diluicoes serie de teste e controlo de sera, 
diluido en, PBSA a 17. e contendo 0,57. de T W een-20, sao colocados 



Bfi\ recipientes aprapri ados. Os pratos sSto incubados durante 1 
hora a 37° C. Depois estes sSo lavados 5 vezes em PBS secados 
r&pidamente, seguindo-se a adi^Sto de cem microlitros de anticorpo 
de fos-fatase alcalina de cabra conjugada anti-rato (IgG, A e M>. 
Os pratos sSo incubados durante outra hora a 37° C. Os pratos s&o 
lavados 7 vezes em PBS e secados rapidamente. Depois, 50 pi de 
substrato de enzima i-x 6 adicionado, e os pratos s&o incubados 
& temper atura ambiente durante ^ hora. A reac^Sto acaba pel a 
adi£3o de 50 pi de fosfato de hidrogfenio diss£dico, pH 8,6. 0 
valor da densidade dptica a 550 nm £ determinado para cada 
recipiente com urn espectrof ot&metro Titertek. 

Os dados sSCo mostrados na Figura 1. Como se mostra, o 
nucle&sido D-EK nato tern nenhum efeito detectAvel nos titulos 
anti-ssDNA nos ratos. 

Exemplo 2 

Teste de Pol inuclefttidos para a Actividade de Liqac&o 
com Ant i sera SLE . 

Em adi£3o aos pol inucle&tidos usados nos conjugados do. 
invento, v&rios outros DNA's for am preparados e testados quanto £ 
sua actividade de liga^So com antisera SLE. Estes testes, 
descritos em baixo, mostram que a reactividade dos 
pol inucle6tidos dos conjugados do invento foi imprevisivel e 
inesper&vel • 

V&rios pol inucledtidos de cadeia simples e de cadeia 
dupla foram preparados por sintese quimica e, quando apropriado, 
extensSfo enzim&tica e/ou empareihagem. A sintese quimica de 
ol igonucledtidos -foi -feita num Pharmacia Gene Assembler, 
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utilizando uma coluna ajust&vel Cruachem, e quimica do fosfito 
trifester. A fase s&lida foi de cristais porosamente controlados 
de 500 angstrom que eram derivados com o apropriado 3'-ribo ou 
3 ? -deoxinucle<btido. 0s ol i gonucl etbtidos foram purificados por 
di&lise simples. No caso de ol i gonucl e&tidos de comprimento maior 
que 70 bases, cadeias individuals foram f osf ori latadas usando ATP 
e quinase pol inucleotidi ca rT4. Ap&s dessal i ni za^Sfo numa coluna 
Pharmacia PD10, as cadeias *f osf ori 1 atadas foram acopladas 
coval entemente utilizando ligase de DNA rT4. Todas as cadeias 
compartilham uma sequ£ncia final CATG 5' comum, que fornece um 
fcnico fim viscoso. Qnde apropriado, cadeias simples foram 
emparelhadas para formar dsDNA. 

Dois ensaios foram empregues para determinar a liga<;Sfo 
dos polinucle&tidos com lupus antisera: (1) um ensaio Farr 
modificado, no qual o DNA radiomarcado precipitado da solu?3o 
ap6s estar ligado ao anticorpo, e (2) um ELISA. Num molde, 25 pi 
de cada dilui^Sto anti-soro foi previamente preparada num sal Tris 
dissolvido <TBS, 0, 15M de NaCl , 0,011*1 de Tris, pH 7,5) contendo 
0,1 mg/ml de gama globulina humana. Estas foram diluidas com 125 

125 

pi de TBS, 50 pi de I-dsDNA (Diagnostics Products Corp., Los 

Angeles, CA) foram adicionados a cada amostra, e as amostras 

foram incubadas a 37° C durante hora. Depois, 500 pi de 

<NH ) SO saturado foram adicionados, a amostra foi incubada a 4° 
4 2 4 

C durante 15 min. e centrif ugada. A radioacti vidade do 

sobrenadante foi medida num contador gama. A deplec£&o da 

radi oacti vidade do sobrenadante foi uma medida directa da 

concentrag&o de anticorpo na solu<;&o. No ELISA, os recipientes 

dos pratos foram revest i dos a 4° C com 100 pi de dsDNA a 10 pg/ml 
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em solu^cto salina, contendo 10 pg/ml de BSA metilatado. 0s 
recipientes foram lavados com PBS e depois bloqueados colocando 
200 pi de BSA a 17. em PBS (PBSA), em cada recipiente, durante 45 
min. a 37° C. 0s pratos foram de novo lavados com PBS. Depois, 
100 pi de sera de teste diluldo em PBSA a 17., contendo Tween 20 a 
0,5%, foram adicionados. Para estudos de inibi^So, o inibidor 
(par exemplo, urn polinuclefctido) tamb&m foi adicionado. Ds pratos 
f.oram depois incubados 1 hora a 37° C e lavados com PBS. 
Anticorpo de cabra marcado com fosfatase alcalina, 100 pl/c&lula, 
foi adicionado e os pratos incubados durante outra hora a 37° C. 
0s pratos foram depois lavados, o substrato foi adicionado, e os 
pratos foram incubados numa estufa durante *<i hora. A reacf&o foi 

parada pela adi^Sto de fosfato de hidrog^hio diss&dico e os pratos 

/ 

foram lidos com urn espectrof ot&metro. : 

As tabelas 1 e 2 apresentam, a seguir, respect! vamente, 

i 

v&rios polinucle6tidos de cadeia simples e pol inucledtidos de 
cadeia duplet que n&o inibem signif icati^vamente o dsDNA, ligados 
por auto-ant icorpos SLE nestes testes. 

TABELA 1 

HQM0P0LIMER0S NUCLEQTIDICOS DE CADEIA SIMPLES QUE ABAIXO DE 

500nM NSQ INIBIAM SIGN IF I CAT I VAMENTE Q dsDNA LIGADOS A MURINA 

(MRL) QU AUTO-ANT ICQRPOS SLE HUMANQS 

composi^Sto n-mer composi^cCo n-mer 

A. Homopurinas 

poli d(G)n 1219 * poli d(A>n 390 * 

350 * 60 

32 32 

22 22 

12 12 

6 6 
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B. Homopirimidinas 

poll d(C)n 329 * pol i d(T)n 229 

60 60 

30 30 

24 22 

22 6 

12 3 
6 
3 



* Enzim&ticamente . sintetizada, utilizando polimerase rT4 DNA. 
Porque as pesos moleculares sSto uma di stribai^Sto, os valores de n 
para os olig&meros sintetizados enzimaticamente constituent urn 
n&mero m£dio do peso, estimado a partir do valor Sw,20 de cada. 



TABELA 2 

EXEMPLOS DE DUPLEXES QL I GQIMUCLEQT I DOS ATE 32 FARES DE BASES QUE 
ABAIXO DE 500 nM NfiO INIBIAM S I GN I F I CAT I V AMENTE A LIGACAQ DO 
dsDNA A MURINA (MRL) QU ANT I SERA 5LE HUMANQ 

A. H0M0POLIMER0S 

Regular 

Exemploss CAD s CTD , CGD : CCD ,CID s CCD 

30 30 25 25 20 20 

B. HETEROPQL I MEROS 

1 . Auto-al i nhamento 

Exemplos CG3 -CAD -CCD 3 CGD — CTD -CCD 
2 10 2 2 10 2 

2. Dlmeros de repeticSo 

Exemplos: CATD : CATD , CACD 3 CGTD 

16 16 10 10 

3. Trlmeros de repeticSto 

Exemplos: CTTCD s CGAAD , CTTGD c CCAAD 
8 8 8 S 

4. Tetralmeros de repeticSto 

t Exemplos CACGTD : CACGTD 

6 6 



TABELA 3 ===- 



EXEMPLOS DE DUPLEXES OLISQNUCLEOTIDQS QUE ABAIXQ DE 500 nM (I 

men or que 500 nM) INIBIAM SIGNIFICATIVAMENTE A L I BACBQ DO dsDNA 

AO SQRQ HUMANP SLE E AO SQRQ DA MURINA (MRL) 



Composica*o 



n Mai or que 



Comprimento do Oligdmero 



d(AC> 


sd(T6) 


20 


40 


ou 


maior 


n 


n 










d (AT) 


sd(TA) 


20 


40 


ou 


maior 


n 


n 










d(IC) 


:d(CI) 


20 


40 


ou 


maior 


n 


n 










d(AC) 


:d(T6) 


20 


40 


an 


maior 


n 


n 










d (AG) 


:d(TC> 


20 


40 


ou 


maior 


n 


n 










d(ATC) 


: d (GAT) 


15 


45 


ou 


maior 


n 


n 










d(TAC> 


8 d <GTA) 


15 


45 


ou 


maior 


n 


n 











Exemplo 3 

Correlacao da Actividade de Liaaca-Q com o Espectro CD 
As medidas espectrais do CD foram concretizadas em 
poli(AT): poli(AT) de cerca de 228 bp em comprimento (por exemplo 
de A-DNA) , polMBC): poll (GO de aproximadamente 330 bp em 
comprimento (por exemplo, de Z-DNA), esperma de salmSfo DNA de 
comprimento. medio maior que 1200 bp (urn exemplo do DNA nativo com 
um tipo B-DNA com con* iguracSo helicoidal) e o duplex 
<AC> 30 ! (TG> 30 aCima descrito - EnsaiQS de Ugacao do antisera SLE 

nestes ol igonucleotidos e no DNA foram concretizados utilizando o 
ensaio Farr modificado como atras. 

Todos os DNA' s e ol igonucl e&tidos foram dissolvidos em 
dissolvente padrSo (0, 15M de NaCl , 0, 1M de citrato de sddio, pH 
7,0), e as suas relativas capacidades para ligar ao sera H-SLE 
auto-imune foram comparadas as suas capacidades respectivas para 
absorver a luz monocromati ca polarizada ci rcul armente & esquerda 
e a direita (espectroscopi a CD). 0s dados serologicos sSto 
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expressos como a capacidade para inibir a ligacSo do dsDNA ao 
sera; o espectro fe apresentado como uma elipticidade molar por 
reslduo nucleotido: 

C6D = 100/c.L. 

onde 9 fe a elipticidade observada em graus, L & o comprimento do 
encaminhamento na cfelula em cm, e c & a concentracSro em moles de 
nuclebtidos por litro. 

A Figura 2 (nostra o espectro CD do poli(AT): poli(AT). 
1 A Figura 3 mostra o espectro CD do poli(GC): poll (GO 

(linha a cheio interrompida com circulos a cheio), o esperma de 

salmSto DNA <linha tracejada) , e o duplex (AC) : <TG) (linha 

30 30 

continua a cheio). 

A Figura 4 mostra as capacidades relativas das 
diferentes formas de DNA para ligar ao antisera SLE- Como fe 
mostrado, o DNA tipo B sintfetico tem reactividade similar ao DNA 
tipo B (foi utilizado o timo DNA de vitela), e reactividade 
substancial merit e maior que qualquer DNA tipo A ou tipo Z. (0 tipo 
helicoidal -foi caracterizado pelo espectro CD e, como indicado em 
cima, pode nSto ser conclusivo.) 

Exemplo 4 

Slntese do Conjuqado D-EK do (AC) : (TG) 

30 30 

Com base na actividade de ligacSo e estabilidade, o 

duplex (AC) : (TG) descrito acima foi seleccionado para 

30 30 

estudos de toler&ncia genfetica. Urn conjugado deste duplex e urn 
copolimero D-EK foi preparado utilizando o procedimento de 
sintese preferido, em cima delineado- Seguem-se os detalhes desta 
sintese. 
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_ I 

a • m ^ — 

0 <^polimero D-EK, G: L mol com urtHFrelac^o de 60:40, 

MW = 30.000 daltons foi preparado a partir do material obtido 
med 

da BioMakor, Rehovet, Israel. Este copolimero foi dializado 

contra 0,111 de KHC0 , pH 9,5, em tubos de diStlise com urn grau de 

3* 

admissSro de peso molecular de 25.000 daltons, para uma 

concentracSio final de 20 mg/ml, como determinado pela absorv&ncia 

a 220 nm numa cuvete de 1 cm, em que: 

A (30.000 mg/nmol) 

220 

D-EK mg/ml = - : 

(168.000 mL/cm nmol ) 

0 (AC) foi sintetizado num sintetizador DNA e 
30 

t 

dializado contra ^gua desionizada em tubos de di&lise com um grau 
de admiss&o de peso molecular de 12.000 - 14.000 daltons. A 
solu£3o resultante ajustada para uma concentras&o final de 35 
mg/ml, como determinado pela absorvSncia a 260 nm numa cuvete de 1 
cm, em que 

A <18. 106 mg/nmol) 
260 

1 * (AC) mg/ml = 

30 

(45B.160 mL/cm nmol) 

Uma soluc3o aquosa de periodato de s6dio, 0, 1M, e &gua 

_J foi adicionada ao (AC) para dar uma reacc&o de mistura com um 

30 

excesso molar de 5:1 do periodato para o DNA. A mistura foi bem 
agitada e depois colocada a 4° C durante 15 min. . 0 excesso de 
periodato foi entSto precipitado pela adi^Sto de um excesso de 
cloreto de pot&ssio e o precipitado foi removido por 
centrif uga^So. 

Uma solut^o de D-EK e ci anoboroidrido de sodio foi 
pipetada num vaso de reac^Sto de pol ipropi 1 eno e o pH foi ajustado 

entre 6,0 e 8,0. □ (AC) oxidado foi adicionado gota-a-gota ao 

30 

D-EK numa rela^&o de peso de 6,035:1 (rela^So molar de conjuga<;Sfo 
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de 10:1), com agitacSo vigorosa durante 24 - 48 horas a 4°C. Apos 

condensacc(Oj, foi adiccionado boroidrido de sddio solido ci mistura 

da reac^o, com agitacSlo, ate ser atingida uma concentrac§fo final 

de 1,0 mg/ml - 0 vaso da reaccSto foi mais ou menos encapsulado e 

deixou-se ficar, sem ser agitado, durante, pelo menos, 30 min.. A 

mistura da reaccSto foi depois transferida para os tubos de 

dialise com urn grau de admisscto de 50.000 daltons e foi dializada 

extensi vamente contra 0,2M de citrato de s&dio, pH 5,0, a 4° C. 

0 conjugado foi depois purificado numa coluna 

cromatograf ica de permeacSo de gel Sephacryl S-200, em 0,2M de 

fosfato de s6dio, 0,5li de cloreto de s6dio, pH 7,2, As fracc&es 

foram analizadas quanto a concentracSto de ol igonucledtidos por 

0D , e quanto a concentracgfo de D-EK por urn ensaio de sulfunato 
260 

de trinitrobenzeno (Albers, R. W. , e outros, Analyt Biochern 
(1983) 137:4 37-443) . A separacao do conjugado do ol igonucledtido 

32 

Livre foi determinada por uma P-quinase rotulada de 5'hidroxil 
ria cadeia ol igonucleotldica, seguida por uma pol iacrilamida a 
10%, 8M de gel sequenciando ureia, e autoradiograf ia. 0 gel foi 
cortado e contado num contador beta de cintilacSro liquida, e 
essas fraccfces exibindo > 95% de pureza foram agrupadas e 
dializadas contra 0,01M de citrato de sodio, 0, 15M de cloreto de 
sodio, pH 7,0 (dissolvente de formulacSto) em preparacSfo para 
emparelhagem. 

0 (TG> foi preparado coma descrito em cima e 
30 

dializado contra o dissolvente de f ormul acgfo, da mesma maneira 

que o (AC) . A concentracgto molar de nucleotidos <MNC) do (TG) 

30 30 

foi determinada pela medicSto da absorvSncia a 260 nm numa cuvete 

de 1 cm: 

MNC (TG) = A /(9164 mL/cm mmol ) 

30 260 nm 



0 MNC do conjugado do (AC) -D-EK foi determinado pela 

30 

medico da absorvdncia da solu^&o dializada a 260 nm: 

MNC (AC) -D-EK = A /<7636 mL/cm mmol > 

30 260 nm 

0 (TG) foi depois emparelhado com o conjugado do 
30 

(AC) -D-EK como se segue- Um MNC do (TG) igual foi adicionado 
30 30 

ao reagente de limitasSo do (AC) -D-EK num recipiente de 

30 

propileno ou de vidro. A mistura foi aquecida atfe > 95° C num 
banho de &gua, que foi mantido entre 95° C e 9B° C durante 10 
min.. A sol u^Sto foi depois suavemente arrefecida A temperatura 
ambiente a uma taxa < 10°/hora. 

□ produto emparelhado dializado contra o dissolvente 
de formula^Sto em tubos de diMise com um grau de admissSo de peso 
molecular de 50.000 daltons. Ap&s di&lise extensiva, o conjugado 
final £ filtrado ester ilmente atrav&s de uma membrana de 0,22 pm. 
E caracterizado por espectroscopia UV, cromatograf ia liquida com 
gel de permeagrSto de alta resolusSfo, el ectrof or£se com gel 
pol iacrilamida e termografia antes do enchimento estferil. 

Exemplo 5 

Teste dos Conjugados do (TG) 30s <AC) -D-EK como um 

30 30 

Toleragfenio 

0 conjugado do (TG) : (AC) -D-EK, descrito acima, foi 

30 30 

testado no modelo murino MRL (lpr/lpr) para o BLE humano. Um 
defeito gen&tico nesta esp&cie de rato conduz a hiperprol if era<;&o 
de cfelulas auxiliares T que, em todas as possibi 1 idades, 
participant em di f er enci a^Sto autoreactiva das cfelulas B. Estes 
resultados em secre^o de anticorpos para o DNA, bem como uma 
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pletora cle outros anticorpos. Como indicado previamente, os 
anticorpos para o dsDNA sgfo urn contraste do SLE humano e a sua 
presen^a correl aci ona-se bem com a severidade da doen^a e a 
patologia renal nos seres humanos. 

0 conjugado foi diluldo numa solu<;So salina atfe A 
concentra^o desejada, para injec<?So i.p. no© ratos. Foram usados 
quatrogrupos de cinco ratos com 12 a 14 semanas de idade cada. Os 
'ratos sangraram na manhSt do dia i e foram injectados de tarde. 
Consequentemente, os ratos sangraram de manhSt e foram injectados 
de tarde cada semana, durante mais cinco semanas. Nas semanas 6 e 
7 os ratos apenas sangraram. 0 Grupo 1 (control o) foi injectado 
com 0,3 mg de copolimero D-EK/semana/rato; o Grupo 2, com 0,1 mg 
do con jugado/semana/rato; o Grupo 3, com 0,3 mg do 
con jugado/semana/rato; e o Grupo 4, com 1,0 mg do 
con jugado/semana/rato. 

As amostras de plasma retiradas dos ratos foram 
diluidas 1:10 e 1:50 em dissolvente Tris (0, 1M, pH 7,4) e usadas 

3 

no ensaio Farr modificado descrito em cima, usando H-dsDNA em 
125 

vez de I-dsDNA para determinar a titula$S(o do anticorpo anti- 

dsDNA das amostras. Os dados obtidos no ensaio Farr modificado 
foram convertidos em capacidade de liga^Sto do antig&nio e est&o 
tra^ados na Figura 5 (o conjugado designado por LJP-105) . 

Quatro semanas depois do fim do tratamento, dois ratos 
de cada grupo e ainda urn rato do grupo de controlo foram 
sacrif icados, e os nlveis de secre<jcfo de anticorpos anti-dsDNA em 
cada grupo foram determinados numa cfelula do ba$:o por ELISA onde 
6 4 

1 h 10 atfe 1,5 x 10 c^lulas do ba$o em dilui^fces duplas foram 
colocadas em cada cfelula- 0s resultados desses testes Sclo 
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relatados na Figura 6. 

Uma experi^ncia do conjugado foi tambfem realizada em 
rates MRL mais velhos, com 22 a 24 semanas. De novo, os ratos 
-foram doseados por i.p. uma vez por semana, durante quatro 
semanas. Os niveis serologicos de anti-dsDNA foram determinados 
apos um m&s de tratamento, e foram comparados aos valores antes 
da sangria obtidos no inlcio. Esses dados, expressos como uma 
mudang:a percentual em capacidade de liga^Sto do antig£nio (A6C) 
para ratos individuals, sa*o mostrados na Figura 7- A Figura 7a 
mostra os dados mfedios desses testes. A vari abi 1 i dade nos ratos 
por grupo de dosagem (conjugado: 0,01, 0,1, 0,3 e 1,0 mg/rato; os 
ratos de controlo recebiam uma mistura do polimero portador e do 
acido nucleico inconjugado substituto) reflecte as mortes durante 
a exper i £ncia. 

0s dados do ensaio das c£lulas do ba£o da experi£ncia 
terap§utica s&o apresentados na Figura 8, demonstrando de novo 
uma diferen^a signif icati va entre os ratos de controlo e os 
Uratados com conjugado, e confirmam os resultados serol6gicos 
prfevios. Como experi£ncia de controlo, mostrou-se que o dsDNA 
solttvel inibia o ensaio das c&lulas do ba$o. Adicionalmente, 
adicionando as c&lulas do ba^o de animais tratados com 
pol inucleotidos as c&lulas de controlo do ba^o, nSCo decresciam de 
c6r; de prefer^ncia, o efeito foi aditivo, determinando assim que 
aquele conjugado da cfelula limite tenha inibido o ensaio. 

Finalmente, mostrou-se que o conjugado pode ser ef icaz 
por via i.p, i.m, au i.v.. Ratos f&meas MRL, com vinte e duas 
semanas, foram doseados com 0, 1 mg de conjugado por semana 
durante quatro semanas, e medida a varia<;S(o percentual na 



capacidade de liga^o antigfenica para anti-dsDNA. Enquanto os 
ratos de controlo nSfo i ncrementaram tanto como se tinha visto com 
outras experi&ncias, houve signif icati vamente maiores titulos de 
anti-dsDNA nos ratos doseados subcut£neamente, por um lado, e os 
ratos doseados com o outro conjugado por via i-p, i-m, ou i.v., 
por outro. 

Exemplo 6 

Este exemplo ilustra os procedi mentos alternatives para 

f azer o conjugado (AC) : (TO) -D-EK. 

30 30 

J 

Clongagem de 60 mers 

A clonagem molecular fe utilizada para fazer 60 mers 

segundo o seguinte protocolo. Um 64-mer, consistindo na sequ6ncia 

5'AATTC (BT) G3' e um segundo 64-mer de sequ^ncia 5'TCGAC 
29 

(AC) G3* sSto sintetizadas e f as* ori lados por m&todos padrSfo. Os 
29 

oligdmeros s&o misturados em relates molares iguais, e 

arre-fecidos suavemente para permit! r format; So dupla e a 

ocorr&ncia de ol i gamer i zas&o. As sali&ncias dos oligdmeros s£to 

emparelhadas devido d sobreposi^Sco de 4 bases do primeiro 

oligomero, criando um local EcoRI, e a segunda sali§ncia criando 

um local posi^Sto Sail (a mesma que o local Hindi). Apds 

arref ecimento vagaroso, a mistura fe ligada por m&todos padrSfo 

para formar um oligomero de 60 unidades mer ligadas, 

covalentemente separadas, tanto por uma posi^Sto EcoRI ou por uma 

Sail. A mistura oligomer ica & ligada num pUC19, que -foi 

previamente digerido com EcoRI e Sail. A mistura de lxga^Sfo £ 
introduzida no JM107 de E. Col i , por transf orma^&o. 



Col6nias resistentes de Ampicilina sSto apanhadas, 
desenvol vidas e isoladas do plasmideo DNA. 0 tamanho de inserc&o 
£ determinado digestSo com restricSfo. 0 clone desejado tem uma 
insercSto que compreende, pelo menos, metade do plasmideo ou > 50, 
60 unidades mer, 

0 clone resultante est& desenvolvido em larga escala e 
isolado do plasmideo, 0 plasmideo £ digerido com EcoRI e Hindi 
para libertar 60 mer com uma salx^ncia EcoRI de 4 bases e urn -fim 
brusco no extremo oposto e gerado pelo Hindi. 0s oligomeros s^o 
purificados e emparelhados com o D-EK que tem o oligomero de 4 
bases 3'TTAA-P com urn -fosfato 5 9 covalentemente ligado ao D-EK 
atrav&s do 3 ? T. 0s 60 mers s&o emparelhados e ligados 
covalentemente ao D-EK/TTAA por ligase. 

Producacp PGR de 60 mer 

A reaccSto em cadeia da polimerase & utilizada para 

sintetizar 60 mers para acoplar ao D-EK, pelos mfetodos descritos 

nas referfencias acima citadas. 

Em resumo, o (BT) fe quimicamente sintetizado com 

30 

pequenas sequ£ncias aleatorias tais como GACT e CTGA, no extremo 

S^e 3* do (GT) , respecti vamente (como ilustrado a seguir). As 

30 

pequenas sequ£ncias aleatdrias sSfo suf icientemente longas para 
assegurar registos caracteristicos do "primer" para o modelo. 0 
"primer" contfem a sequ£ncia da sequ&ncia aleatdria, mais v&rias 
repeticBes extra do GT como necess&rio para a estabilidade na 
reacs&o de emparelhagem. Urn dos "primers" tamb£m tem uma base 
extra modificada no fim 5', que permite acoplagem quimica ao D- 
EK. 
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A reaccSo PCR e realizada durante, pelo menos, 20 
ciclos segundo os metodos citados em cima. 0s oligomeros 
produsidos por PCR sSto purificados por cromatograf i a, tal como o 
HPLC, e depois conjugado para o D-EK por um dos procedimentos 
acima descritos. 

"PRIMER" is (CA)-GACT5> 
M0DEL0 1: 5' *NGACT- <GT) -CTGA3' 

"PRIMER" 2: 5'*GACT-(GT> 
M0DEL0 2: 3'CTGA-(CA) -TACG5' 

*N = base modificada para acoplamento ao D-EK 
REIVINDICACOE8 

1- Um conjugado de (a) um polimero biologicamente estavel, e 
<b> uma multiplicidade de duplexes pol inucleotidicos de, pslo 
menos, 20 pares de base, cada um ligado ao polimero, 
caracterizado pelo facto de as referidos duplexes possuirem, cada 
uma ligada, uma actividade de ligacfto significative para os auto- 
-anticorpos anti-DNA de cadeia dupla do lupus eritematoso 
sistemico humano. 

2- Um conjugado, conforme reivindicado na rei VindicacSto 1, 
caracterizado pelo facto de o polimero biologicamente estavel ser 
um copollmero de acido D-glutamico <E) e D-lisina (K) tendo um 
peso molecular de cerca de 5.000 a cerca de 50.000 e uma 
qroporcSto de moles E:K de, aproximadamente, 60s 40. 



3- Urn conjugado, conforme rei vi ndi cado na rei vindicagSto 1 ou 
2, caracterizado pelo facto de os duplexes serem substancialmente 
homogeneos em comprimento. 

4- Urn conjugado, con-forme reivindicado na rei vi ndi ca^o 3, 
caracterizado pelo facto de os duplexes serem substancialmente 
homog&neos na composis&o nucleoti dica. 

5- Urn conjugado, conforme reivindicado nas rei vi ndi ca^Bes 1, 
2, 3 ou 4, caracterizado pelo facto de as duplexes terem de 30 a 

,250 pb em comprimento, 

6- Um conjugado, conforme reivindicado nas rei vindicates 1, 
2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo facto de os duplexes serem 
ligados ao polimero na, ou pr&ximo de uma das suas extremidades. 

7- Um conjugado, conforme reivindicado na rei vindica^o 6, 
caracterizado pelo facto de os duplexes serem ligados ao polimero 
atraves de uma reacg:S(o entre um grupo funcional em, ou prGximo do 
terminus de uma cadeia do duplex e dos grupos amino livres no 
pol imero. 

8- Um conjugado, conforme reivindicado nas rei vindicates 1, 
2 > 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo facto de os duplexes 
polinucleotidicos serem compostos de unidades mer de repetigfiro 
complementares, de 2 a 4 bases diferentes. 

9- Um conjugado, conforme reivindicado na reivindicado 8, 
caracterizado pelo facto de os duplexes polinucleotidicos serem: 

poli d<8C)apoli d(C8); poli d(AT):poli d(TA); 
poli d(IC):poli d(CP); poli d(AC) spoil d <TG) ; ou 
poli d(A8)spoli d(TC>. 

10- Um conjugado, conforme reivindicado na rei vindi ca$2fo 1 
ou 2, caracterizado pelo facto de o duplex pol inucleotldico ser 



(AC) : (TG) 

30 30 

11- Uma composi^cto farmac&utica para tratamento do lupus, 
compreendendo o conjugado das rei vindicates 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
8, 9, ou 10, caracterizada pelo facto de ser formulada com urn 
veiculo injectavel, f armaceuti camente aceitavel. 

12- Urn pol inuclebtido de cadeia simples de, pelo menos, 20 
bases, possuindo urn grupo funcional em, ou pr&ximo de urn dos seus 
terminus que reagira com urn grupo amino livre, quando 
emparelhado com urn polinuclebtido de cadeia simples complementar , 
caracterizado pelo facto de possuir uma actividade de ligacfco 
signif icativa quanto aos auto-ant icorpos anti-DNA de cadeia dupla 
do lupus si st&mico humane. 

13- Urn pol inuclefctido de cadeia simples, conforme 
reivindicado na rei vindicac^o 12, caracterizado pelo -facto de ser 
constituido de uma unidade mer de repetis&o, de 2 a 4 bases 
di f erentes. 

14- Urn m&todo para a obtenegfo do congujado da rei vindicacSfo 
1, caracterizado pelo facto de compreender: 

(a) a reaccSto de uma multipl icidade de pol inucleotidos 
de cadeia simples, de, pelo menos 20 pares de base, cada urn dos 
quais possui urn grupo funcional ami no-react ivo em, ou pr&ximo dos 
seus terminus, formando os grupos amino livres, no polimero, urn 
conjugado, 

(b) o emparelhamento de pol inucleotidos de cadeia 
simples complementares com os pol inucleotidos de cadeia simples 
conjugados com o polimero, para formar cadeia pares do DNA de 
cadeia dupla. 



35 



Lisboa, 16 de Janeiro de 1991 
KtO-ABENTE OFBIAl DA PF.QPIIIEDADE INDUSTRIAL 




36 



9 FOLHAS - FOLHA 1 




FIG. I 

Incapacidade do Nucledsido do D-EK para Tolerar anti-ssDNA 
EM Ratos (NZB x NZWJFl Q Controlo Salino 

[3 Nucledsido D-EK 

1000 j— 

900- 

800 - -r 

700 - -T- 
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antirNuc gQO " 

5oo- I [_ | — ' — ;;;;;; 

400- ::::::: 
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200- ::::::: 
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Ratos f§meas (NZB x NZW)F1, com 17 semanas de idade, 
tratados em tr§s dias sucessivos com lmg/rato de 
nucledsido D-EK , sangrados 7 dias depois (I 9 .), des- 
cansados durante duas semanas, e tratados de novo 
tr§s vezes com lmg/rato de nucledsido D-EK, e san- 
rados de novo 7 dias depois. Tanto o 12 . como o 22. 
grupos de sera foram testados quanto a quantidede de 
anti-ssDNA por ELISA. Os dados representam a m6dia e 
0 desvio padrao dos 6 ratos em cada grupo. 
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FIG. 4 



INIBIQAO DO SORO II-SLE DE LIGAQAO AO 3H-DNA POR VARIAS CADEIAS DUPLAS DE ONA 
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FIG. 5 



l_JP_.-_lQ5.-_ -Tni.FRAJlC-IA J_NniLZXDA JIOS -RA.IQS. JiRL 
Preven?ao da Sintese do Anti-dsDNA 



J 



Capacidade M6dia de LigagSo do Antigene 
600 




10 20 30 40 

Dies de Experiencia * 



tratamento 



-o- cortraLo po___jreodco-*- 0.1 mgLJP-105 
-t- 0.3mgUP-W5 -o- 1.0 mgLJP-105 

via de administra?ao : i.p. (semanal) 
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FIG. 6 



INDUCAO DA TOLERANCIA PELO LJP-105 

Anticorpos Anti-dsDNA em Celulas MRL Cultivadas 

Densidade Optica 550 nm 
1 




i i i l i 

1.000E+04 \ 1.000E+05 1.000E+06 

Cdlulas do Ba£o por Reservatdrio 

Grupo de Tratamento 



-CcxTtrolo PoLin^rico a 1 mg/* Rato 
- 0.3 mgf Rato -o- 1.0 mg/ Rato 



OD = Of 50 em ContoaLos Sem Celulas 
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FIG. 7 



EXPERIENCIA TERAPEUTICA DO LJP-105 
Ratos MRL doseados 4 vezes durante 4 Semanas 



1000 



% Mudangas em ABC 




-200 



Controlo 0fi1 mg 0 % 1 mg 



0 t 3mg 



1fimg 



Tratamento 
Rato m. 

Ratof w Rato 2 i CD Rato 3 
Rato4 CD Rato 5 : tSSS Rato 6 



Via da administratjao: i.p, 
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FIG. 7A 



X MSdia de Mudancas em ABC±SEM 

500 



400 
300 
200 
100 
0 

-100 



Controlo 0.01 mg: 0.1 mg 



0.3 mg 



Tratamento (Controlo ou UP" 105) 
\ □ teteMaiD f/V«4 a6; 

Controlo = Polimaro + 01igonuclec5tnjdo Incoqjugado 
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ENSAIO DA CELULA DO BAQO MURINO 
Experigncia Terap§utica (D5) 



FIG. 8 

mODa 550 nm 
500 , 




Densidade de Celulas, Milhoes 



Dose LJP-105 

-o- controio 0,01 mg -♦- 0,1 mg 

-■- 0,3 mg -a- 1,0 mg 



ELISA atii-clsDNA 



"PROCESSO DE PREPARA£AO DE CONJUGADOS DE 
POLINUCLEOTIDOS B I OLOGI CAME NTE ESTAVEIS PARA 0 

LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO" 



POLIMEROS E 
TRATAMENTO DO 



Esta inven9cto refere-se a um processo paraf o fabrico de 
conjugados de polimeros biologicamente estaveis,; e DNA de cadeia 
dupla, que sao toler&veis genet icamente ao lupus eritematoso 
sist£mico humano (SLE), no qual (1) polinucleGtidos de cadeias 
simples de, pelo menos, cerca de 20 bases em cpmprimento, no qual 
cada um tem urn grupo funcional amino-reactivo em, ou proximo de 
um dos seus terminals, e no qual cada um, quando hibridizado com 
um polinucle6tido de cadeia simples, forma um duplex que possui 
uma actividade de liga?cto sign if icativa para os anticorpos anti- 
-dsDNA SLE, reagem com polimeros biologicamente estaveis 
possuindo girupos amino livres para formar um conjugado, e (2) 
hibridizado complementarmente de polinucleOtidos de cadeia 
simples a polinucle6tidos de cadeia simples conjugados com o 
polimero, para formar cadeias pendentes de DNA de cadeia dupla. 



Abstract for PT 96503 from Derwent File, 



Abstract (Basic): EP 438259 A 

Conjugate (I) comprises a) a biologically stable polymer, b) 
polynucleotide (PN) duplexes of at least 20 base pairs each bound to 
the polymer. The duplexes each have binding activity for human systemic 
lupus erythematosus anti-ds DNA autoantibodies (HSLEA). Pref. (a) is a 
copolymer of D-glutamic acid and D-lysine and has mol. wt. 5000-50000. 
(b) is esp. (AC)30:(TG)30. Also new is a single stranded (SS) PN of at 
least 20 bases having a functional gp. near 1 or its termini that will 
react with a free amino gp. and which when annealed to a complementary 
SSPN has a binding activity for HSLEA. Dosage is 1-1000 micro g/kg. 

USE/ADVANTAGE - Tolerogen for the autoimmune disease SLE. useful 
in the specific treatment of the disease. (23pp Dwg.No.0/8) 
Abstract (Equivalent): EP 438259 B 

A conjugate of (a) a biologically stable polymer and (b) a 
multiplicity of substantially homogeneous polynucleotide duplexes of at 
least about 20 base pairs each bound to the polymer at or proximate one 
of their ends, said duplexes each having a significant binding activity 
for human systemic lupus erythematosus anti-dsDNA autoantibodies. 

(Dwg.0/8) 
Abstract (Equivalent): US 5 1 625 1 5 A 

Single stranded polynucleotide comprises at least about 30 base 
units, pref. with a repeating monomer unit contg. 2-4 different bases, 
with a functional gp. at or near one end of the chain which can react 
with free amine gps.; and on annealing this single stranded 
polynucleotide with a complementary single stranded polynucelotide, a 
B-DNA type of helical structure is obtd., having binding activity for 
human systemic lupus anti-dsDNA autoantibodies. 

USE - The prods, form stable conjugates with copolymer of 
D-glutamic acid and D-lysine, which are therapeutics for the autoimmune 
disease systemic lupus erythematosus. 

(Dwg.0/8) 

Title Terms: CONJUGATE; STABILISED; POLYMER; POLYNUCLEOTIDE; 
HUMAN; 

SYSTEMIC; LUPUS; ERYTHEMATOSUS 
Derwent Class: A96; B04 

International Patent Class (Main): A61K-037/02; A61K-038/00; A61K-048/00; 

C07H-017/00; C07H-021/00; C07H-021/04; C12N-015/11 
International Patent Class (Additional): A61K-031/00; A61K-031/70; 

A61K-031/73; A61K-039/44; A61K-047/48; C07H-015/12; C07K-017/02; 

C12P-0 19/34 
File Segment: CPI 

Manual Codes (CPI/A-N): A12-V01; A12-W1 1L; B04-B04A1; B04-B04C1; B12-A07 
Plasdoc Codes (KS): 0004 0231 1283 1790 2585 3272 2766 



pa-640053 



Polymer Fragment Codes (PF): 

♦001* 014 038 04- 075 141 157 192 194 525 53& 575 583 589 623 624 645 
Chemical Fragment Codes (Ml): 
*01* HI H100 H101 H181 H182 JO J01 1 J012 Jl J171 J172 M280 M313 M315 M321 
M332 M343 M349 M381 M391 M423 M510 M520 M530 M540 M620 M710 M781 
M903 P433 P943 Q120 V753 V901 V902 V917 V921 V925 
Derwent Registry Numbers: 01 16-S; 1655-S 



pa-640053 



